EFEITOS DA INFECCAO DE PLANTULAS DE CAFEEIRO
COM QUANTIDADES CRESCENTES DE ESPOROS
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RESUMO - Estudaram-se os efeitos da aplicagdo de quantidades crescentes de esporos do fungo
micortfzico-arbuscular Gigaspora margarita na celonizagiio radicular, crescimento e nutricio de
mudas de cafeeiro (Coffea arabica L.). Plantulas no estidio de orelha-de-onga foram repicadas para
vasos contendo 1,2 kg de solo fumigado e infectadas com suspensio de esporos, de modo a forne-
cer 0, 50, 100, 200, 400 e 800 esporos por plantula, além de um tratamento adicional com in6culo
de solo (200 esporos/pléntula). A predugio de matéria seca 140 dias ap6s a inoculago foi aumen-
tada em até 7,4 vezes em relagio ao controle sem inoculagio. A colonizagio aumentou linearmente
com a elevagio da quantidade de esporos 30 dias apds a inoculagdio, ¢ nfio apresentou diferengas
apos este perfodo. A elevagdo da quantidade de esporos acelerou a colonizagiio, mas ndo resultou
em beneficios adicionais para o crescimento das mudas quando se adicionaram mais de 100 espo-
tos por planta. O use de in6culo de solo mostrou-se mais eficaz que a suspensio de esporos. Os
aumentos em crescimento das mudas foram acompanhadas de aumento dos teores de P e K na parte
aérea,

Termos para indexag¢do: micorriza vesicular-arbuscular, simbiose, fungos do solo, esporos, mudas,
Coffea arabica L.

EFFECTS OF COFFEE TREE SEEDLING INOCULATION WITH INCREASING AMOUNTS
OF SPORES OF THE ENDOMYCORRHIZAL FUNGUS GIGASPORA MARGARITA

ABSTRACT - The effects of inoculation with increasing amouny of spores of the endomycorrhizal
fungus Gigaspora margarita on mycorrhizal root colonization, growth and nutrition of coffee tree
seedlings were studied in a greenhouse experiment. At transplanting, seedlings were inoculated
with spore suspensions adjusted to deliver (4, 50, 100, 200 and 800 spores/plant and with an addi-
tional treatment of soil inoculum (200 spores/plant). Plant dry weight after 140 days of growth was
improved by as much as 7,4 fold by inoculation as compared to control, After 30 days of transplant,
root colonization rates increased linearly with increasing spore number per plant, and did not show
such increase in later periods. Increasing spore numbers accelerated colonization; however, addi-
tional growth benefits were not found when more than 100 spores were delivered per plant. Soil
inoculum showed to be more effective than the equivalent spore suspension. Seedling growth in-
crease was related to improved plant uptake of phosphorus and potassium.

Index terms: vesicular-arbuscular mycorrhiza, symbiosis, soil fungi, spores, Coffea arabica L.

INTRODUCAO

O uso, em larga escala, dos fungos endomicor-
rizicos como agentes promotores do crescimento
vegetal, €, ainda, um desdafio, dadas as dificulda-
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des para a produgio de grande quantidade de ing-
culo de boa qualidade ¢ a complexidade do pro-
cesso de estabelecimento e funcionamento da
simbiose com as rafzes (Siqueira & Franco, 1988;
Menge, 1983). Para ser capaz de promover o
crescimento da planta hospedeira, o fungo inocu-
lado deve colonizar rapidamente as rafzes, espa-
lhar e diferenciar no cértex e produzir uma rede de
micélio externo capaz de aumentar a drea cfetiva
de solo explorado (Harley & Smith, 1983).

A velocidade e a extensio da colonizagdo das
rafzes sfio fatores determinantes da efetividade
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simbibtica destes fungos e de sua habilidade em
competir com fungos indigenos (Wilson, 1984).
Além da influéncia do genoma da planta e do fun-
go, as caracteristicas da colonizagio sio afetadas
pelo ambiente ¢ pela densidade de propagulos do
fungo no solo ou na rizesfera (Bowen, 1987). Di-
ferentes espécies de fungos podem produzir dife-
rentes quantidades de colonizagio para uma mes-
ma quantidde de inSculo (Wilson & Trinick,
1983), mas a evolugio da colonizagio em fungéo
da quantidade de in6culo & geralmente curvilinea
(Carling et al., 1979; Daft & Nicolson, 1969; Fer-
guson, 1981). O desenvolvimento da colonizacio
em fungéio do tempo tem formatoe sigmoidal, com
trés fases distintas ou seja: fase “lag’, fase de
crescimento exponencial, e fase de saturagiio ou
platd (Sutton, 1973). Plantas infectadas com quan-
tidades elevadas de propdgulos apresentam taxas
de colonizagdo mais elevadas no inicio do cresci-
mento, mas geralmente ndo diferem ao final do
experimento, quando mesmo aquelas com menores
quantidades alcangam o ponto de saturagio méxi-
mo da colonizagéio (Bowen, 1987). Isto pode, no
entanto, refletir na resposta A inoculagdo, a qual
exige um nfvel minimo de colonizagio (Cooper,
1984) ¢ que esse nivel seja atingido o mais rdpido
possivel (Rich & Bird, 1974).

Mudas de cafeeiro apresentam elevado grau de
micotrofismo, sendo as respostas em crescimento
alcangadas quando a taxa de colonizagio micorri-
zica atinge pelo menos 30% (Colozzi-Filho & Si-
queira, 1986). Diante do grande potencial para
utilizagfio destes fungos na cafeicultura, e da limi-
tada disponibilidade de inoculante, torna-se impor-
tante conhecer a quantidade minima de inoculante
{propdgulos) necesséria para que a inoculagio seja
eficaz.

No presente estudo, avaliaram-se os efeitos da
quantidade de esporos de Gigaspora margarita
(Becker & Hall) aplicados por ocasido da repica-
gem, na evolugdo e taxa final da colonizagio e sua
relagio com o crescimento e nutrigdo de mudas de
cafeeiro em casa de vegetagio.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetagio
no Departamento de Ciéncia do Solo da Escola Superior
de Agricultura de Lavras (ESAL), Minas Gerais, utili-
zando-se de plantulas de cafeciro (Coffea arabica L.)
cv. Mundo Novo LCP 379/19, repicadas para vasos de
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plédstico contendo 1,2 kg de material de um Latossolo
Roxo distr6fico de textura argilosa, coletado na camada
ardvel (0-30 cm) de um perfit localizado no cdmpus da
ESAL. O solo foi secado ao ar, peneirado (malha de
2 mm}, umedecido, e incubado com calcdrio dolomiftieo
calcinado (“corretivo super 1000°'), na base de 3,8 t/ha.
Quando novamente secado, foi desinfestado com Bro-
mex (brometo de metila 98% + cloropicrina 2%), na do-
sagem de 262 cm®/m’ de solo. Andlise quimica parcial
de uma amostra composta do solo apds calagem apre-
sentou: pH = 6,0; P = 0,9 mg/kg; K = 16 mg/kg; Al =
0,1 meg/100 g; Ca = 2,72 meqg/100 g; Mg = 1,66
meqg/100 g.

As plantulas de cafeeiro foram obtidas a partir de
sementes tratadas com hipoclorito de sédio 1%, por cin-
co minutos, e germinadas em vermiculita. Quando apre-
sentavam o estiddio de orelha-de-onga, foram repicadas
para 0s vasos (uma por vaso) ¢ infectadas através de pi-
petagem de suspensfio de esporos sobre as rafzes, de
modo a fornecer ¢, 50, 100, 200, 400 ¢ 800 esporos do
fungo endomicorrizico G. margarita por planta. Os es-
poros de G. margarita foram extrafdos por peneiramen-
to, via imida {Gerdeman & Nicolson, 1963}, e centrifu-
gagdes em Agua ¢ sacarose de vasos de cultivo com
Brachiaria decumbens (Stampf) contendo o mesmo solo
usado no experimento. A densidade nas suspensdes foi
determinada em trés alfquotas de 1 ml cada, através de
contagens em placas-de-petri caneladas, utilizando-se
microscopio estercoscépico (40x). Para efeito compara-
tivo, aplicou-se um tratamento adicional composto de
10 ml de inéculo de solo, suficientes para fornecer
aproximadamente 200 esporos/plantula.

Na tentativa de equilibrar a microbiota entre os tra-
tamentos, adicionaram-se a todas as plantas 10 ml de
um filtrado preparado pela diluigdio de 50 ml de solo
dos vasos de cultivo em 1 litro de 4gua, seguido de pe-
neiramento em malha de 0,044 mm e filtragem em papel-
de filtro comum. O experimento constou de cinco
quantidades de esporos e de um tratamento adicional
com indculo de solo, todos em delineamento inteira-
mente a0 acaso, com dez repetigdes. Durante todo o pe-
rfodo de condugfio, o teor de umidade do solo nos valos
foi mantido em torno de 60% do volume total de poros
{VTP), efetuando-se o controle através de pesagens e
irrigaghes didrias. Aos 20 e 70 dias apls a repicagem,
foram adicionados, em cada vaso, 10 ml de uma solug#io
de KH;PO,, de modo a formecerem 60 mg de K/kg de
solo ¢ 50 mg de P/kg. Aos 40, 60, 80, 100 e 180 dias
apds a repicagem, foram adicionados 10 ml de uma so-
lugéio de sulfato de amdnio, de modo a fornecerem, em
cada aplicagio, 50 mg de N/kg de solo.

A cada 30 dias ap6s a repicagem ¢ inoculag@o foram
realizadas avaliagSes das varidveis vegetativas e feitas
amostragens de rafzes em cada vaso, para avaliagio da
taxa de colonizagio radicular. Aos 150 dias, as plantas
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foram cortadas na regido do colo, separando-se as rafzes
¢ a parte aérea, que foram pesadas e secadas em estufa
com circulagdo de ar ajustada a 68°C, para determinacio
do peso da matéria seca. As rafzes foram separadas do
solo, através de peneiramento, e lavadas, e retiraram-se
amostras de 1 g, que foram preservadas em F.AA.
(d4gua 46% + etanol 46% + formaldefido 6% + 4cido
acético 2%) até serem clarificadas em KOH 10% e co-
radas com azul-de-tripano (Phillips & Hayman, 1970),
para a avaliacdo da taxa de colonizagio micorrizica,
conforme Giovannetti & Mosse (1980). A densidade de
esporos foi determinada através da extragio dos espo-
ros, das amostras de solo por peneiramento iimido, cen-
trifugacOes e contagem em microscépio estercoscépio,
conforme descrito anteriormente. Apos a determinagdo
do peso da matéria seca, a parte aérea foi triturada em
moinho tipo Wiley, e, através de digestdo sulfiirica com
sais e catalizadores (N), digestdo nftrico-perclérica (P,
K, Ca, Mg, Cu, Zn e Mn) e digestéo via seca (B), con-
forme Hunter {1975), foram obtidos os extratos para a
determinacio dos teores de nutrientes. O N foi determi-
nado pelo método Kjeldahl modificado, ¢ P € B, por
colorimetria, usando-se azul-de-molibdénio e curcumi-
na, respectivamente; K, por fotometria de chama, e Ca,
Mg, Cu, Zn ¢ Mn, por espectrofotometria de absorgio
atdmica (Sarruge & Haag, 1974). As quantidades totais
de nutrientes acumuladas na parte aérea foram calcula-
das com base nos teores e quantidades de matéria seca.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia ¢
a testes de médias e correlagdio linear, utilizando-se o
programa SANEST (Sarriés et al., 1992). Os ajustes de
regressdo foram feitos utilizando-se os programas
SAEG (Universidade Federal de Vigosa, 19--) e
AJUSTE (Zuillo Junior & Arruda, 1986). Os dados refe-
renies a taxa de colonizagdo foram transformados para
coloniza¢io miltipla pela equagdo Ln 1/(1-x), onde x &
a proporgio de segmentos colonizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A evolugiio da colonizagiio das raizes de mudas
de cafeeiro em diferentes perfodos apds a repica-
gem ¢ infecgdo com quantidades crescentes de es-
poros de G. margarita sdo apresentados na Fig. 1.

A curva de colonizagio seguiu o modelo sig-
moidal descrito, tratando-se de outras espécies
(Carling et al. 1979; Sutton, 1973), apenas nas
quanfidades mais baixas de esporos, apresentando
uma fase “lag’’ até os 30 dias, quando se iniciou a
fase de crescimento exponencial.

A fase de colonizagdo mdxima (platd) foi atin-
gida por volta dos 90 dias, quando foram aplica-
dos 200 esporos/planta, ou menos (Fig. 1A-C).

Para quantidades de esporos maiores que
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200/planta e para o inéculo de solo, a progressio
da colonizagdo se deu de forma linear, eliminando-
se a fase “lag’’ observada nas quantidades meno-
res (Fig. 1D-F).

Diferengas marcantes na taxa de colonizagio sé
foram obtidas 30 dias apés a inoculagio, sendo
médxima com indculo de solo e 800 esporos por
planta, e minima, com 50 e 100 esporos.

Aos 60 dias, a colonizagdo, em todos os trata-
mentos, se apresentava em torno de 50% do mé-
ximo (30-40% de colonizagdo), o que evidencia a
capacidade da G. margarita em colonizar rapida-
mente as mudas de cafeeiro.

Por ocasido do término do experimento, aos
140 dias, a taxa de colonizagio foi bastante eleva-
da e ndo diferiu quanto as quantiddes de esporos
empregadas (Tabela 1). Isso indica que a capaci-
dade mdxima do cafeeiro de formar micorrizas,
nas condigdes deste estudo, foi atingida com ape-
nas 50 esporos por planta. Quando a taxa de colo-
nizagdo foi transformada para colonizacio muilti-
pla e relacionada com logg do ndmero de esporos
(Fig. 2), verifica-se que aos 30 dias apds a inocu-
lag@o a colonizag@o aumentou com a elevagdo do
nimero de esporos, nfio se vetificando o mesmo
nas demais épocas de amostragem quando esta
varidvel néio diferiu entre as quantidades de espo-
ros testados. Em estudo semelhante, conduzido
com Glomus deserticola em  grama-sudio
(Ferguson, 1981), verificou-se aumento linear na
colonizagdo, em fungao da quantidade de esporos
em diferentes épocas de amostragem. Essas res-
postas parecem estar relacionadas com as caracte-
risticas do sistema radicular destas duas espécies
vegetais.

Aumentos de crescimento das plantas s6 foram
observados 90 dias apds a inoculagiio (Fig. 3), ao
término da fase exponencial de colonizagio
(Fig. 1A-C). Pléntulas n#o-inoculadas apresenta-
ram crescimento muito reduzido e sintomas de de-
ficiéncia de P. Ao final do experimento, 0 miximo
de crescimento em altura (Fig. 3) e em produgio
de matéria seca da parte aérea (Tabela 1) foi atin-
gido com a aplicagio de 100 esporos/planta, em-
bora a produgiio de raizes tenha respondido até
200 esporos/planta (Tabela 1). A elevagio do ni-
mero de esporos aplicados acima do suficiente
para atingir o nivel critico de colonizagio para
resposta do cafeeiro parece supérflua, como suge-
rem os estudos com outras espécies vegetais

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.29, n.6, p.875-883, jun. 1994



878

J.0. SIQUEIRA et al.

76f A-50 * 76f B-100 ®
R2+ 0,96
57} 57t "
= s
381 38}
18} A
39‘ (o] 0O L
76 76 D-400
d‘ N R%-098 *
)
1 €0 57} N 57} 2e02
O >
(&38' 38}
cC
019’ 19}
8 G | 0
76} 76} F-S200 .
'l'o‘gg
87T 57 Ay
38 381
19f 19}
Q e L O !
o] 30 60 80 120 140 O 30 60 80 120 140

Periodo de ¢

rescimento, dias

FIG. 1. Evolucio da taxa de colonizacic micorrizica de ratzes de mudas de cafeeiro infectadas coin quantida-
des crescentes de esporos (50 a 800 esporos/planta) e com inéculo de solo (S-200).

(Carling et al. 1979; Daft & Nicolson, 1979; Fer-
guson, 1981; Ross & Harper, 1970).

Os efeitos das quantidades de esporos nos teo-
res de nutrientes na parte aérea sd3o apresentados
na Tabela 1. Os teores de B e N foram reduzidos a
partir de 50 esporos, enquanto os de P e K aumen-
taram. O teor de Cu foi ligeiramente aumentado
quando foram usados 50 esporos, mas nio diferiu
do controle nas demais quantidades de ¢sporos, Os
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teores de Mn, Zn, Mg e Ca ndo foram alterados. A
quantidade total de P acumulado na parte aérea
seguiu a mesma tendéncia do crescimento da ma-
téria seca (Fig. 4). O aciimulo dos demais nutrien-
tes apresentou respostas semelhantes & do fésforo.
Os aumentos na produgdo de matéria seca fo-
ram acompanhados por elevagies nos teores de P
¢ K na parte aérea. Como tem sido na maioria dos
casos (Cooper, 1984; Harley & Smith, 1983; Si-
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TABELA 1. Produgiio de matéria seca, colonizacéio micorrizica, densidade de esporos no solo ¢ teores de nu-
triente em mudas de cafeeiro, 140 dias apés a inoculagiio com quantidades crescentes de es-poros
¢ inéculo de solo.

N° de esporos aplicados/planta Inéculo
Variavel _ de

0 50 100 200 400 800 solo
Mat. seca P. A, (g) 046d 1,70 c 2,23b 2,54 b 2,38b 259b 34la
Mat. seca raiz (g) 0,i2e 0,45d 0,54 cd 0,65 bc 0,63 be 0,70b 093 a
Colonizagio (%) - 76a T6a 70a 70a 71a 76a
Esporos (n/30 ml) - 15¢ 20 be 24 ab 23 abc 18 be 3la
N (%) 541 a 4,06b 395b 405b 3960 4,10b 374b
P (%) 006 b 0,17 a 0,17a 0.16a 0,17a 0,17 a 0,17 a
K (%) 1,85b 2,61a 263a 2,53a 2,70a 2,65a 2,61a
Ca (%) 0,80 a 0,83a 0,86 a 0,84 0,88 a 083a 0,87 a
Mg (%) 0,64 a 0,62 a 0,55a 0,60 a 0,58a 0,61 a 0,62a
Cu (ppm) 8b 10a 8b 7b 7b 6b 9 ab
Zn (ppm) 19a 17 a 16a 20a 18a 17a 19a
B (ppm) 26a 13b 12b 13b 10b 13b 12b
Mn (ppm) 93 a 85a 91a 80a B8 a 87a 101 a

As médias dos tratamentos seguidas pelas mesmas letras nfio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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FIG. 2. Relagiio entre o niimero de esporos (logy} ¢ a taxa de colonizagiio transformada para colonizagio
maltipla (Ln 1/1-x).
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FIG. 4. Relacio entre o nimero de esporos aplicados ¢ a quantidade de fésfore (P) acumulado na parte aérea
de mudas de cafeciro, 140 dias apés a repicagem e inoculacio.
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queira & Franco, 1988), os beneficios nutricionais
constituem o principal mecanismo de resposta das
MVA, e indicam que a inoculagiio com apenas 50
ou 100 esporos por planta sdo suficientes para al-
cangar esses beneficios em mudas de cafeeiro. Es-
ses beneficios, no entanto, nem sempre se relacio-
nam com a taxa de colonizagio ao término do ex-
perimento, mas podem relacionar-se com a coloni-
zagdo em periodo precedente. O aumento de pro-
dugdo de matéria seca, aos 140 dias, correlacio-
nou-se com a taxa de colonizagio aos 30 dias (Y =
272+ 13,6X; R =0,80;: P = 0,05). Isso corrobora
a idéia de que a velocidade de colonizagio ¢ fator
importante na resposta i inoculagio (Bowen,
1987; Cooper, 1984; Harley & Smith, 1983),

Embora a taxa de colonizagdo nio tenha diferi-
do entre os os tratamentos ac término do experi-
mento, aos 30 dias ap6s a inoculag#io, plantas ino-
culadas com in6culo de solo (Fig. 1F) apresenta-
vam-se duas vezes mais colonizadas que aquelas
com quantidades equivalentes de esporos (Fig. 1C)
aplicados na forma de suspensio. De fato, vérios
estudos indicam a maior infectividade do indculo
de solo, comparado com suspensdio de esporos
(Ferguson, 1981; Johnson, 1977; Menge, 1983),
especialmente em condigdes de baixa quantidade
de propégulos. Isto parece resultar ou do maior
nimero de propdgulos no inéculo de solo - consi-
derando que pedagos de hifas, rafzes colonizadas e
outras estruturas podem funcionar como propéagu-
los vidveis (Hall, 1976; Johnson, 1977; Manjunath
& Bagyaraj, 1981) -, ou da presenca de microrga-
nismos no solo, que favorecem a germinagio dos
esporos ¢ facilitam a colonizagio (Ames, 1989;
Azcon, 1989; Mosse, 1962). Além disso, o proces-
so de extragao dos esporos, apesar de contribuir
para a quebra da dorméncia destes (Siqueira,
1987), pode reduzir sua infectividade.

Os mecanistnos de controle do estabelecimento
¢ do grau de colonizagic das raizes pelos FMVA
530 muito complexos (Bowen, 1987). A coloniza-
¢do ocorre quando uma raiz susceptivel encontra
um propédgulo quiescente no solo, e a chance de
isto ocorrer provém da densidade das rafzes e dos
propdgulos no solo. A magnitude e a rapidez com
que ocorrem as respostas a inoculagio sdo gover-
nadas principalmente pela velocidade ¢ extensdo
da colonizaglio, as quais sdo controladas inicial-
mente pela duragdo ou extensdo da fase “lag”, que
pode ser reduzida pela elevagio do potencial de
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inéculo, como foi verificado no presente estudo
(Fig. 1 e 2). No entanto, embora a colonizagio te-
nha sido acelerada pela elevagiio da quantidade de
esporos aplicada por planta, ao final do experi-
mento ndo foram verificadas diferencas significa-
tivas quanto & coloniza¢3o e quanto aos beneficios
para a planta hospedeira quando se aplicaram mais
de 100 esporos/planta. Isso indica que para as
condigdes de substrato e ambiente do presente es-
tudo, a adigiio de mais de 100 esporos por plintula
de cafeeiro € desnecesséria. A rapidez da evolugio
da colonizagio com indculo de solo e a forma da
curva de resposta em fungdo da quantidade de es-
poros indicam que os beneficios mdximos da ino-
culagdo podem possivelmente ser atingidos com o
emprego de menor quantidade de inSculo. Se isto
for confirmado experimentalmente, a aplicagfo,
por ocasidc da repicagem, de apenas § ml/plantula
de solo-in6culo contendo 20 esporos/ml seria su-
ficiente para garantir o sucesso da inoculagfo.
Desse modo, seriam necessdrios apenas 5 litros de
indculo para cada 1.000 mudas a serem infectadas.
Deve-se considerar, ainda, que densidades de es-
poros superiores & encontrada no solo-inéculo uti-
lizado no presente estudo podem ser facilmente
obtidas. In6culos contendo 50 a 100 esporos por
ml de solo sdo comumente produzidos em vasos
de cultivo (Menge, 1983), Esse estudo sugere que,
ao contrdrio do que ocorre com culturas anuais, a
quantidade de inoculante necessdria para a inocu-
lagdo do cafeeiro em substrato fumigado nio deve
ser considerada como fator limitante.

CONCLUSOES

1. A taxa de colonizagéo das rafzes de mudas
de cafeeiro pela G. margarita foi influenciada pela
quantidade de esporos aos 30 dias apds a inocula-
¢Ho, mas ndo diferiu nas demais épocas de amos-
tragem.

2. A elevagio da quantidade de esporos acele-
rou a taxa de colonizagdo, mas nfo influenciou a
colonizag@o final e os beneficios da inoculagio,
quando se aplicaram mais de 100 esporos por
planta.

3. A inoculagiio aumentou até 7,4 vezes o cres-
cimento das mudas aos 140 dias ap6s a repicagem,
o que evidencia o elevado grau de micotrofismo
das mudas do cafeeiro.

4. O in6culo de solo foi mais eficaz que a sus-
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pensd@o de esporos contende quantidades equiva-
lentes de esporos.

5. A infecgio de mudas de cafeeiro com 100
esporos por plintula por ocasido da repicagem
para substrato fumigado € suficiente para garantir
a micorrizagio,

6. Os aumentos no crescimento das mudas fo-
ram acompanhados de elevages nos teores de P e
K na parte aérea.
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